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RESUMEN 
Los objelivos del presente estudio fueron, determinar la crioviabilidad del semen ovino, congelado en diluyentes isotonicos e 
hipertonicos adicionados con prostaglandina F2u (PGF2u), con base en les porcenlajes de motilidadespermatica (MOT) e 
integridad acrosomica (PAl) posdescongelado. Se utilizo un diseno factorial 2 x 5 x 2. Los factores incluidos fueron: a) osmolalidad 
320 y600 mOms/kg, b) concentracion de PGF2u 0, 15,30, 150 Y300 Ilg/ml yc) tiempo de evaluacion 0 y 120 min posdescongelado, 
EI semen se recolecto mediante vagina artificial. La dilucion se realize considerando una concentracion de 300 x 106 
espermatozoides motiles/dosis precongelacion. EI enfriamiento del semen a 5 C y el equilibrio del mi5mo 5e realizo en cuatro 
horas. EI semen se envaso en pajilla francesa de 0.5 ml y 5e congelo en vapor de nitrogeno liquido. EI descongelado fue en agua 
a 39 C durante 30 seg. Mediante el analisis de varianza se determino que los diluyentes hipertonicos fueron $uperiores (p<0.G5) a 
los isotonico$, tanto para MOT (34.9 VS 26.8%) como para PAl (472 VS 34.4%); para MOT las concentraciones de PGF2u de 0, 
15, 30y 150 Ilg/ml, fueron superiores (p<0.05) a 300 J,lg/ml (33.6, 32.2, 32.1,31.2 vs 25,4%), para PAllas concentraciones de 15, 30y 
150llg/ml, fueron superiores(p<0.05)a las deOy300 Ilg/ml (44.6, 48.8, 44.0 vs31.5, 35.1%).Alos 120min deincubacion a 38 C, se 
observo una disminucion (p<0.05) en ambos parametros y en todos los diluyentes. Se concluye que los diluyentes mas adecuados 
para criopreservar el semen ovino, fueron los hipertonicos con 15, 30 Y150 Ilg/ml de PGF 2u. 
PALABRAS CLAVE: Semen avina, DiluyentEl'S, Crioviabilidad, Osmolalidad, Prostaglandina F21l. 
Tee. Fecu. Mex. Vol. 34 No. 2 (1996). 
INTRODUCCION 
La inseminaci6n artificial (IA) ha sido una de manera, que la ovinocultura se beneficie con 
las tecnicas mas efectivas para incrementar las ventajas que la IA ofrece. En cuanto al 
la producci6n pecuaria, a traves de un rapido primer punto, mediante la utilizaci6n 
mejoramiento genetico de los animales; sin simultanea de un semental ovino 
embargo, para que esto fuera posible, fue sobresaliente en varios rebai'\os, y el empleo 
necesaria la identificaci6n de los machos de la IA con semen descongelado, se podrfa 
geneticamente superiores, y la optimizaci6n conocer rapidamente y con mayor precision 
del procesamiento del semen. su patrimonio genetico. Por otra parte para 
En la especie ovina, se han obtenido exitosos el segundo. punto, una de las alternativas 
resultados desde finales de los arios propuestas es la de formular un diluyente, 

cincuentas al utilizar semen fresco diluido que permita preservar la calidad de los 

para la inseminaci6n artificial (IA) de ovejas espermatozoides y que al mismo tiempo, . 

(1). A pesar de ello, la falta de identificaci6n facilite el paso de los mismos a traves del 

de carneros con alto merito genetico, as! cervix (2,3). 

como la dificultad para atravesar el cervix de Existen dos Ifneas de investigaci6n en la 

la oveja al inseminarla, han sido los formulacion de diluyentes ovinos, una estudia 
principales factores que limitan el uso y los efectos del uso de soluciones 
desarrollo de esta fecnica, evitando de esta hipertonicas en los diluyentes para 
criopreservar semen ovino (4,5,6), mientras 
a Recibido para su publicacion el21 de agosto de 1995. 
bCampo Experimental Mococha, INIFAP-SAGAR que la otra, estudia los efectos de la adici6n 
Apdo.Postal100 D Merida Yucatan. de prostaglandinas a los diluyentes para 
c Proyecto Biometria y Esladislica. CENID Microbiologia, 
INIFAP-SAGAR Km 15.5 Carrel. Mexico-Toluca, Palo Alto congelardicho semen (7,B,9). Ambas Ifneas 
Mexico D F. de investigacion tienen publicaciones
d Vocalia de Investigacion Pecuaria, Serapio Rendon NO.83 
alentadoras en forma independiente; sin PB. Mexico, D.F. 
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embargo, la cantidad de espermatozoides 
por dosis de inseminaci6n, continua siendo 
elevada, 10 que disminuye tanto la eficiencia 
del semental como la de la misma tecnica. 
Por 10 expuesto y debido a la falta de 
informaci6n, es importante estudiar en forma 
conjunta ambas Ifneas de investigaci6n, 10 
que podria, en un futuro, ayudar a reducir la 
concentraci6n espermatica por dosis de 
inseminaci6n sin detrimento en la fertilidad. 
EI objetivo del presente estudio fue 
determinar el efecto de la osmolalidad y la 
adici6n de prostaglandina F2u a diluyentes 
de semen ovino, a base de leche 
descremada, sobre la crioviabilidad 
espermatica e integridad acros6mica 
posdescongelado. 
MATERIALES Y METODOS 
EI estudio se realiz6 en ellnstituto Nacional 
de Inseminaci6n Artificial y Reproducci6n 
Animal, en Ajuchitlan, Qro., durante los 
meses de julio y agosto. Se seleccionaron 
seis cameros Merino Australiano por la alta 
calidad y elevada concentraci6n espermatica 
de sus eyaculados. 
EI semen se obtuvo con vagina artificial; los 
cameros se trabajaron una vez por semana, 
en seis ocaciones (replica), obteniendose un 
eyaculado de cada uno de ellos, 
determinandose volumen, concentraci6n 
espermatica y motilidad progresiva, as! como 
la integridad acros6mica. Posteriormente, 
fueron diluidos a 35 C en una soluci6n 
compuesta de lactosa (321 mM) y yema de 
huevo 80 y 20 % (v/v) respectivamente (4) , 
se enfriaron hasta 5 C en dos horas. Una 
vez alcanzada esta temperatura. los 
eyaculados S8 mezclaron para manejarse 
como una sola muestra. la cual se dividi6 en 
dos fracciones, diluyendo cada una de elias 
en uno de los siguientes diluyentes 
glicerolados: isot6nico (320 mOsm/kg) 0 
hipert6nico (600 mOsm/kg), ambos 
preparados con leche de vaca reconstituida 
y descremada, segun el metodo descrito por 
Fiser y col.(4); el pH se ajust6 a 6.7 y la 
Lutalyse, laboratorios Upjhon. 
concentraci6n final de glicerol fue del 6 %. 
Los diluyentes glicerolados se anadieron al 
semen en forma fraccionada y en cantidades 
iguales cada 15 min, durante las dos horas 
que dur6 el periodo de equilibrio. 
Cada muestra de semen diluido y glicerolado 
se dividi6 en cinco fracciones, las que fueron 
adicionadas con 0, 15, 30, 150 0 300 I-lg/ml 
de prostaglandina F2u por ml de semen (10) 
como sal de trometamina (Oinoprost)1. La 
concentraci6n espermatica antes de la 
congelaci6n fue de 300 x 106 
espermatozoides m6tiles en 0.5 ml; el 
semen se envas6 en pajilla francesa de 0.5 
ml y se congel6 en vapor de nitr6geno /iquido 
(11). Oespues de siete dias, se 
descongelaron en agua a .39 C, durante 30 
seg seis pajillas (observaciones) por 
tratamiento, y se resuspendieron en 2.0 ml 
del diluyente isot6nico sin glicerol. Con la 
ayuda de dos tecnicos capacitados, pero 
ajenos al estudio, se determin6 la motilidad 
progresiva subjetivamente, y la integridad 
acros6mica, segun el metodo descrito por 
Pursel y col.(12), al descongelado (0 min) y 
a los 120 min de incubaci6n del semen a 
38 C. Ambos parametros se.estimaron por 
duplicado, mediante microscopia de 
contraste de fase. 
Los datos obtenidos de motilidad 
espermatica fueron transformados a 
arcoseno para obtener normalidad, no asi 
los de integridad acros6mica, ya que 
presentaron una distribuci6n normal (13). Los 
resultados obtenidos de cada parametro, se 
analizaron en forma independiente por el 
metodo de Cuadrados Minimos, mediante 
el paquete estadistico SAS (14). EI modelo 
matematico utilizado para de.3cribir la 
variaci6n fue: 
En donde: Yijkl es la respuesta de la variable 
dependienfe motilidad espermatica 0 
integridad acros6mica. M es la media 
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poblacional. Ri es el efecto de la i-esima 
replica (i= 1,2, ... 6). o(i) es el error de 
restriccion debido a replica. OJ es el erecto 
fijo de la j-esima osmolalidad U= 1.2). Pk 
es el efecto fjjo de la k-esima concentracion 
de prostaglandina F2u (k= 1.2 .... 5j. TI es el 
efecto fijo dell-esimo tiempo de evaluacion 
(1= 1,2). OPjk, OTjl' PT ki Y OPTjki son los 
efectos de las interacciones dobles y triple 
entre los efectos antes descritos. E(ijk)1 es 
el error aleatorio, NID (0,0'2). 
Las interacciones con replica al no resultar 
significativas fueron sumadas al error 
(p>O.05). 
RESULTADOS 
En el Cuadro 1 se observa que con 
excepcion de replica. todos los efectos fijos 
y sus interaccio'nes resultaron ser 
significativos al anal isis de varianza (p<0.01), 
tanto para el porcentaje de motilidad 
espermatica progresiva (MOT), como para 
el porcentaje de acrasomas intactos (PAl). 
En el Cuadra 2 se muestran las medias 
minima cuadraticas de los efectos 
principales para las dos variables 
dependientes, observandose que la 
hipertonicidad fue significativamente superior 
ala isotonicidad (p<0.05) para 1Vl0T y PAL 
Con respecto a la concentracion de 
prostaglandina F2u (PGF2u), en el Cuadro 
2 se observa que para MOT las 
concentraciones de O. 15, 30 Y 150 jJg/ml 
fueran iguales pero superiores (p<0.05) a la 
concentracion de 300 jJg/ml, mientras que 
para PAl, las concentraciones de 15, 30 Y 
150 jJg/ml fueran iguales pero superiores 
(p<0.05) a las concentraciones de 0 y 300 
jJg/ml. 
En cuanto al tiempo de evaluacion, en el 
Cuadro 2 se observa una disminucion 
significativa (p<0.05) en ambos para metros 
cuando el semen fue evaluado despues de 
120 min de incubacion a 38 C, 
En la GrMica 1 se presenta el efecto 
conjunto de la osmolalidad y la 
concentracion de PGF2u sobre MOT, Yse 
observa en el diluyente isotonico una 
disminucion en MOT conforme se incremento 
la concentracion de PGF2u, no asi en el 
hipertonico, donde se aprecia un leve efecto 
benefico sobre este parametra hasta los 150 
jJg/ml de PGF 2u, para posteriormente 
diminuir con la concentracion de 300 jJg/ml. 
Es importante observar que la motilidad mas 
baja en el hipertonico, fue similar a la mas 
alta del isotonico. En cuanto a PAl (Grafica 
2) se observa en el diluyente isotonico un 
marcado efecto benefico sobre este 
parametro hasta los 30 IJllml de PGF2u, para 
despues disminuir drasticamente con las 
concentraciones mas elevadas, mientras que 
en el diluyente hipertonico, el PAl se beneficia 
con 15, 30 Y 150 jJg/ml de PGF2u. Cabe 
senalar que el PAl del hipertonico que no 
incluyo PGF2u (0), fue similar al mejor 
observado en el isotonico. 
En el Cuadro 3, se muestra que al considerar 
conjuntamente el efecto de los tres facto res 
sabre ambos parametras evaluados, los 
diluyentes que al descongelado resultaron 
ser los mas adecuados para congelar semen 
ovino fueron los hipertonicos con 30 y 150 
jJg/ml de PGF2u, ya que presentaron los 
porcentajes mas elevados tanto para MOT 
como para PAl, siendo iguales (p>0,05) entre 
si, mientras que a los 120 min de incubacion 
a 38 C, los diluyentes que mejor mantuvieron 
Ja motilidad fueron los hipertonicos con 
concentraciones de PGF2u de 15 hasta 150 
jJg/ml, los cuales fueron iguales (p>0.05) 
entre sl; en cuanto al PAL Jos mejores fueran 
los hipertonicos con 15 jJg/ml seguidos por 
30 jJg/ml de PGF2u. 
DISCUSION 
Estos resultados son similares a los 
publicados por varios autores, quienes al 
utilizar diluyentes hipertonicos a base de 
yema de huevo (15,16), leche de vaca (4) 0 
sinteticos (5) observaron el efecto benefico 
de la hipertonicidad sobre la motilidad 
espermatica al descongelado del semen 
ovino. 
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CUADRO 1.ANALISIS DE VARiANZA PARA MOTILIDAD E INTEGRIDAD 
ACROSOMICA 




Error de Restricci6n 
Osmolalidad 
Prostaglandina F2u 
Osmol. X PGF2u 
Tiempo de Evaluaci6n 
Osmol. X Tiempo de Evaluaci6n 
PGF2u X Tiempo de Evaluacion 































** p< 0.01 
( ) Grados de libertad del error 
CUADRO 2. MEDIAS MINIMO CUADRATICAS DE LOS EFECTOS PRINCIPALES 





320 mOsrr.tkg (lsot6nicos) 

























0 min 34.8a 46.4a 
120 min 27.0::> 35.2b 
ab/ Llterale~ distintas en cada columna son dlferentes 
(p < 050) 
Con respecto a la integridad acrosomica, serialar el efecto benefice que se observo 
aparentemente existen pocos estudios sobre este para metro al utilizar soluciones 
especificos del efecto de la osmolalidad hipertonicas. EI efecto benefico de las 
sobre esta; sin embargo, ya que la fertilidad soluciones hipertonicas parece deberse a: 
del semen ovino criopreservado ha sido 1) una resistencia inducida hacia el «efecto 
correlacionada positivamente con la de solucion», esto es una proteccion que 
integridad acros6mica (17), es importante desarrolla la celula hacia la hipertonicidad 0 
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CUADRO 3. MOTILIDAD ESPERMATICA E INTEGRIDAD ACROSOMICA DEL SEMEN 
OVINO A LOS 0 Y 120 MIN DE INCUBACION A 38 C 
Motilidad(%) I.Acrosomica(% ) 
0 120 0 120 
0 0 37.7a 32.0a 49.5c 36.0f 
S 15 38.2ab 32.8a 57.0b 49.7a 
M HIPERT6NICOS 30 38.2ab 33.1a 6O.4a 45,1 b 
0 P .150 39.5a 33.4a 6O.9a 32.0h 
















D ISOT6NICOS 30 33.4d 23.8c 49.0c 40.7c 
A 150 32.1 d 20.1 d 43.6e 39.7d 
D 300 23.4e 13.4e 31.8g 26.7Y 
a.b.c.d.e.f,g,h,i.j I Uterales distintas en cad a columna son diferentes (p<O,05) 
aumento en la concentracion de solutos, que integridad acrosomica, otros (23,10) 
normal mente se presenta conforme el agua determinaron que la adicion con 
es removida del medio intra y extra celular prostaglandinas hasta 600 (..Ig/ml no tuvo 
durante la congelacion y 2) una efecto detrimental sobre estos parametros. 
deshidratacion parcial de los Contrastar los resultados aqui obtenidos con 
espermatozoides antes de ser sometidos a los publicados por estos autores resulta 
la congelacion mediante un mecanismo de dificil, debido a las distintas condiciones 
exosmosis, 10 cual conduce a una menor experimentales de los estudios. EI camero, 
formacion de cristales de hielo en el medio es una de las especies que presentan mayor 
intracelular (4,5,18). En ambos casos, los concentracion de prostaglandinas en el 
resultados serlan un menor dano celular y eyaculado (24); sin embargo, el papel 
por tanto una mayor sobrevivencia fisiologico que estas desempei'\an sobre la 
espermatica: Sin embargo, ademas de la . . fertilidad noha sido dilucidado. Las hipotesis 
osmolalidad otros factores influyen sobre la . propuestas, se apoyan en el efecto 
sobrevivencia espermatica tales como: tipo estimulatorio que las prostagl!3ndinas 
de crioprotector utilizado, tiempo de ejercen sobre la contractilidad, al menos in 
exposicion de los espermatozoides a vitro del cervix de la oveja(3), y/o a que estas, 
condiciones hiperosmoticas, temperatura modifican el moco cervical para facilitar la 
maxima de congelacion y condiciones del penetracion de los espermatozoides a traves 
descongelado (19). de este, favoreciendo la fecundacion (7,10). 
Pocos y contradictorios son los resultados EI hecho de volver a evaluar al semen, 
que se han publicado para determinar el despues de determinado tiempo de 
efecto de la adicion de PGF2a sobre los descongelado, es considerado como una 
parametros aqui evaluados. De esta manera, prueba de calidad, tanto para el diluyente 
mientras que algunos autores (20,21,22) han como para los espermatozoides, ya que 
observado incrementos en la motilidad indica el tiempo que estos son capaces de 
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acrosomica, factores importantes para la 
fertilidad, en un medio ambiente artificial 
como 10 es el diluyente (25). 
La disminucion de MOT y PAl que 
normalmente se observa, esta asociada con 
un agotamiento de las reservas energeticas 
del esp~rmatozoide, asi como a una 
desestabilizacion de la membrana celular, a 
nivel de los lipidos y de las protefnas, esto 
debido al estres que produce el cambio de 
condiciones hipertonicas a condiciones 
isotonicas, que durante 'el proceso de 
congelacion y descongelacion sufren los 
espermatozoides (26,27,28). 
Se concluye que los diluyentes hipertonicos 
a base de leche de vaca descremada y 
reconstituida, fueron superiores a los 
isotonicos en cuanto al porcentaje de 
motilidad y al porcentaje de la integridad 
acrosomica, tanto al desconge]ado como a 
los 120 min de incubacion a 38 C. 
En los diluyentes hipertonicos a base de 
leche de vaca descremada y reconstitufda, 
adicionados con prostaglandina F2a en 
concentraciones de 30 hasta 150 IJg/ml, los 
porcentajes de motilidad espermatica e 
integridad acrosomica al descongelado 
fueron mayores, mientras que en los 
diluyentes isotonicos, la adici6n de 
prostaglandina F2a tuvo un efecto detrimental 
sobre la motilidad espermatica al 
descongelado, pero benefici6 al porcentaje 
de integridad acrosomica al descongelado, 
independientemente de la concentraci6n. 
EFFECT OF OSMOLALITY AND 

PROSTAGLANDIN F2a ON FROZEN· 

THAWED RAM SPERMATOZOA 

SUMMARY 
The effect of osmolality at 320 and 600 mOsm/kg and 
prostaglandin F2u (PGF2u) concentration 0,15.30,150 and 
300 Ilg/ml on cryosurvival, as post haw spermatozoa motility 
(MOT) and acrosome integr"y (PAl). was studied after thawing 
and after incubation at 38 C for 120 min. Semen was collected 
from six Australian Merino rams using an artificial vagina once 
weekly for a period of six weeks, and was extended to get a 
concentration of 300 x 106/0.5 ml motile spermatozoa before 
freezing. The diluted semen was cooled from 35 C to 5 C in two 
hours. After equilibration for another two hours the semen was 
packaged in 0.5 ml plastic straws, frozen in liquid nitrogen vapour 
and stored in liquid nitrogen. The frozen semen was thawed in 
water bath at 39 C for 30 seg. Least-square analyses revealed 
that hypertonic extenders ~h 0, 15.30, 150 and 300 Ilglml PGFza 
concentration resulted in the highest MOT (p<0.05) immediately 
after thawing (37.7, 38.2, 38.2, 39.5 and 37.2%) and 0,15,30, and 
150~g/mlafter 120 min incubation at 38 C (32.0, 32.8, 33.1 and 
33.4%). The best PAl immediately after thawing (p<0.05) was 
observed in hypertoniC extenders with 30 and 150 Ilglml PGF2Cl 
concentration (60.4 and SO.9%). After 120 min incubation at 38 
C the best PAl was obseJVed in hypertoniC extenders ~h 151lg1 
ml PGF2Cl concentration ~h 49.7% (p<O.05). The proportional 
decrease in this parameter after incubation time was higher in 
hypertonic extenders, a~hough the resu~ing integrities were still 
greater (p<0.05) than those observed in isotonic extenders at 
this time. H was concluded that hypertonic extenders with 15. 30 
and 150 Ilg/ml PGF2Cl concentration were the most suitable 
extenders to frozen-thawed ram semen. 
KEY WORDS: Ram Semen, Extenders. Cryosurvival, 
Osmolality, Prostaglandin F2Cl . 
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